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【研究目的】好熱菌における高温適応機構のひとつとして、ポリアミンによる核酸の安定化が考えられ
ている。好熱菌においては、長鎖・分岐型の特殊な
ポリアミンの存在が報告されているが、その生合成
系は不明である。そこで本研究では、ゲノム解析が
終了しており、また遺伝子破壊系が確立している超
好熱菌 Thermococcus kodakarensisを研究対象とし、
超好熱菌のポリアミン生合成系について知見を得
ることを目的とした。これまでに当研究室において、
３つのアルギナーゼ/アグマチナーゼホモログ
（TK0240,TK0474,TK0882）の遺伝子破壊株について
生育特製解析がなされ、TK0882のみが高温環境で
の生育に重要であることが示された。そこで本研究
では、３つのアルギナーゼ/アグマチナーゼホモロ
グおよび、TK1592（SAM 脱炭酸酵素）について着目
した。                   Fig.1 T. kodakarensisの推定ポリアミン生合成経路                                                                        
 
【実験方法】TK0240,TK0474,TK0882の各遺伝子破壊株について、HPLCにより細胞内ポリアミン組成分
析を行い、各遺伝子の生体内でのポリアミン合成への関与を調べた。次に、大腸菌を用いて組換え型
TK0882を取得し、生化学的解析を行った。また、ポリアミン合成系酵素群について RT-PCRにより、生
育温度依存的な発現動態解析を行った。TK0882 に関しては、マウスを免疫して得られた抗体を用いてウ
ェスタンブロットを行い、タンパク質量についても確認した。TK1592の生体内での酵素の役割について
知見を得るために、pyrFをマーカー遺伝子とした遺伝子破壊系を用いて TK1592 の遺伝子破壊株を取得
し、生育特製を調べた。また、TK1592遺伝子破壊株の細胞内ポリアミン組成分析も行った。 
 
【実験結果と考察】TK0240,TK0474,TK0882 の各遺伝子破壊株の細胞内ポリアミン分析から、ΔTK0882
株においてアグマチンとアミノプロピルアグマチンが蓄積し、野生株では主成分であったスペルミジン
と分岐型ポリアミンの合成が減少した。一方、ΔTK0240 株、ΔTK0474 株の細胞内ポリアミン組成は、
野生株と比べ変化がみられなかった。以上の結果から、TK0882を介したポリアミン合成が高温での T. 
kodakarensisの生育に重要であること、また TK0882がアグマチンとアミノプロピルアグマチンを基質
とする酵素であると考えられた。そこで TK0882を組換え体として取得しその生化学的解析を行ったと
ころ、両基質からの脱尿素活性が確認され、特にアミノプロピルアグマチンに対する活性が強いことか
ら、本菌はプトレスシンまたはアミノプロピルアグマチンを介する２種類のスペルミジン合成経路を有
し、生体内ではアミノプロピルアグマチンを介する経路（TypeⅡ経路）が主に働くと考えられた(Fig.1)。
また、ポリアミン合成系酵素の発現動態解析の結果、TK0882は生育温度に依存せず発現しているとわか
った。一方、TK1592は高温で著しく転写量が増加していた。そこで TK1592遺伝子破壊株を作製し生育
特製を調べたところ、特に高温で顕著な生育阻害がみられた。また、ΔTK1592の細胞内ポリアミン組成
分析の結果、細胞内にアグマチンとプトレスシンの蓄積と、スペルミジンと分岐型ポリアミンの減少が
みられた。また、スペルミジンを添加した培地で培養した細胞についても、分岐型ポリアミンの合成は
みられなかった。以上の結果から、アミノプロピル基供与体である脱炭酸化 S-アデノシルメチオニン
（dcSAM）は、TK1592によって合成され、スペルミジン及び分岐型ポリアミンの合成および高温での生
育に必須であること示された。 
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